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                                     Abstract 
   The ready-to-drink tea beverages from the market were examined to assess their pro-oxidant activities 
by incubating with bovine serum albumin in the presence of 10 mM 2,2'-azobis (2-amidinopropane) 
 dihydrochloride (AAPH), a water-soluble free radical initiator, or 0.1 mM  CuC12 in sodium phosphate buffer 
(pH 7.4) at  37°C for 90  mM. Protein carbonyl was measured as an index of protein oxidation. In the presence 
of AAPH, several green tea beverages reduced the formation of protein carbonyl possibly by scavenging free 
radicals, whereas oolong tea and black tea enhanced the protein carbonyl formation. In the presence of  Cie+ 
ions, all tea beverages examined in this study largely increased protein carbonyl content. Additionally catechins 
oxidized by tyrosinase increased the protein carbonyl formation. These results indicate that oxidized catechins 
and their derivatives, which are rich in oolong tea and black tea, may be responsible for the protein carbonyl 









































(AAPH)は 和 光 純 薬 工 業(大 阪)か ら購 入 し,
Folin-Ciocaiteu試 薬 は ナ カ ラ イ テ ス ク(京 都)か ら
購 入 し た。 チ ロ シ ナ ー ゼ は マ ッ シ ュ ル ー ム 由 来
(Sigma-Aldrich社 製)を 用 い た 。
2,タ ンパ ク 質 中 カル ボ ニル 基 の 測 定
　 水 溶 性 フ リー ラ ジ カル 発生 剤 のAAPH又 はCu2+イ
オ ン存 在 下 に お け る タ ンパ ク 質 中 カル ボ ニ ル基量 生
成 に対 す る茶 飲 料 添 加 の 影 響 をin　vitroで 検 討 した 。
タ ン パ ク 質 中 の カ ル ボ ニ ル 基 量 は,B.　 Z,　Zhuら8)
の 方法 に よ り定量 した 。
　 脂 肪 酸 不 含 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン(1.25mg!ml　 100
mMリ ン酸 緩 衝液(pH　 7.4))2.4　 mlに 試 料 液0.3　m1
お よび100mM　 AAPH溶 液 ま た は1mM　 CuCla溶 液0,3
mlを 加 え,37℃ で90分 間 イ ン キ ュ ベ ー トした 。 遠
心 管 に反 応 液1.O　mlを と り,10　 mM　 2,4-dinitrophenyI
hydrazine　12.5　M　HCI溶 液0.5　mlを 加 えて よ く混 和 し
た 。60分 後 に20%ト リク ロ ロ酢 酸 溶 液0.5mlを 加 え,
氷 中 に10分 間 お い た 後,3,000xgで10分 間 遠 心 分
離 した 。 沈 殿 をエ タ ノー ル1酢 酸 エ チ ル混 液 で3回
洗 っ た後,6Mguanidine　 hydrochloride(容 液2m1で
溶 解 し,370㎜ で 吸 光 度 を 測 定 した。 溶液 中 の カ
ル ボ ニ ル 基 量 は,分 子 吸 光 係 数22,000Ml・cnゴ1を
用 い て 求 め た。
3.茶 飲 料 の 総 ポ リフ ェノ ー ル 量 の測 定
　 茶 飲 料 に含 ま れ る総 ポ リ フ ェ ノ ー ル 量 は,VL.
Singleton&エA.　 Rossiの 方 法9)を 改 変 したYKondo
ら の方 法10>に よ り定 量 した。
　 試 料 液0.5mlにFolin-Ciocalteu試 薬2.5　mlを 加 え
よ く混和 し,5分 間 放 置 した 。10%Na2CO3溶 液2
m1を 加 え,そ の 後 時 々混 ぜ な が ら60分 間放 置 した
後,765㎜ で 吸 光 度 を測 定 した。 フ ェ ノー ル化 合
物 の標 準 物 質 と して 没 食子 酸 を用 い,試 料 液 中 の総
ポ リフ ェ ノー ル量 は没 食子 酸 量 に換 算 して表 した 。
4.ウ シ血清 アル ブ ミン 中SH基 量 の測 定
　 ウ シ 血 清 アル ブ ミ ンは そ の34番 目の ア ミノ酸 残
基 と して シ ス テ イ ン を持 ち,こ の タ ンパ ク質 の 示 す
還 元 性 の基 と な っ て い る 。 カ テ キ ン類 をマ ッシ ュ
ル ー ム 由 来 チ ロ シ ナ ー ゼ(ECI.14.18.1)に よ り酸
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化 し,ア ル ブ ミ ン 中 シス テ イ ンのSH基 量 をEllman
法11)に よ り測 定 した。
　 100mMリ ン酸 緩衝液(pH　 7.4)に 溶 か した 脂 肪
酸 不 含 ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン(3.75mg!ml)液2.4　 mlに
カテ キ ン溶 液(lmM)0.3　 ml,チ ロシ ナー ゼ 溶液0.3
ml(150　 units)を 加 え て37℃ で90分 間 イ ンキ ュベ ー
トした 。 反応 液1.O　mlに0.25　 M　tris(hydroxymethyl)
aminomethane-20　 mM　 EDTA緩 衝 液(pH　 8.2)1.1　 ml,
10mM　 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic　acid)溶 液40μ1
を加 え て室 温 で15分 間放 置 し,412㎜ で 吸 光 度 を
測 定 した 。 分 子 吸 光 係 数13,600Ml・cm_iを 用 い て
SH基 濃 度 を算 出 した。 また,　SH基 定 量 に 用 い た反
応 液 中 アル ブ ミンに含 まれ る カ ルボ ニ ル基 量 を前 述





品(GT ～GT5),烏 龍茶抽出物を用いたもの(鳥 龍
茶飲料)2製 品(OT1お よびOT2),紅 茶抽出物を








ベー トし,ア ルブミンに生 じるカルボニル基量への










合茶系のMT1お よびMT2は いずれも,　AAPHに よ
るカルボニル基量の増加に対して無影響であった。
フリーラジカルによるタンパク質の酸化については





































中システインー34に由来するSH基 は,添 加 したカ
テキン類の濃度に依存して減少した(図3)こ とか
ら,チ ロシナーゼにより酸化されたカテキン類の酸
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図3　 カテ キ ン類 とチ ロシ ナ ーゼ 共存 下 で の ウシ血
　 　 　清 ア ル ブ ミン中SH基 量 の変 化
　 カ テ キ ン類(0.05お よび0.1mM)と チ ロ シ ナ ー
ゼ(150units)を 添 加 して90分 間 イ ンキ ュベ ー ト
した。 反応 液 中 ウ シ 血 清 ア ルブ ミン に残 存 す るSH
基量 を対 照 群(カ テキ ン類 無 添 加)の 値 に対 す る百
分率 で表 した(n=4-6)。C,　 EC,　ECG,　 EGCGは そ
れ ぞれ(+)一カ テ キ ン,(チ エ ピカテ キ ン,←)一没 食 子酸
エ ピ カ テ キ ン ,(一)一没 食 子 酸 エ ピ ガ ロ カ テ キ ン を表
す。
図4　 カ テ キ ン類 とチ ロ シナ ーゼ 共 存下 で増加 した
　 　 　 ウシ血 清 ア ル ブ ミン中 カ ルボ ニ ル基 量
　 カ テキ ン類(0.1mM)と チ ロ シ ナー ゼ(150　 units)
を添 加 して90分 間 イ ンキ ュベ ー ト した。 反 応 液 中
ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ンに増 加 した カ ルボ ニ ル基量 を示
す(n=4)。C,　 EC,　ECG,　 EGCGは それ ぞ れ(+)一カテ
キ ン,(一)一エ ピカ テ キ ン,(一)一没 食子 酸 エ ピ カテ キ ン,
(一)一没 食 子 酸 エ ピ ガ ロカ テ キ ン を表す 。












　緑茶飲料のボ トルを開栓 し,1,5お よび7日 目の
試料を用いてウシ血清アルブミン中カルボニル基生




















加 させた(図5)。 最も弱い効果を示 した混合茶飲
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